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RESUMO 
 
As células-tronco cancerosas (CTCs) foram observadas e isoladas em 
diversas lesões malignas com base na expressão de seus marcadores 
proteicos. Essas células estão associadas à iniciação e progressão 
tumoral, bem como, à resistência ao tratamento. Este trabalho teve como 
objetivo investigar a presença das proteínas marcadoras de CTCs 
NANOG, NESTIN e β-tubulina, em queilite actínica (QA), carcinoma 
epidermoide de lábio (CEL) e epitélio não neoplásico (ENN). Trinta 
casos de QA, trinta casos de CEL e 20 casos de ENN foram submetidos 
à técnica de imuno-histoquímica para avaliação das três proteínas. A 
imunomarcação de NANOG foi significativamente mais presente em 
QA quando comparada com ENN (Núcleo p=0,007; Citoplasma 
p=0,012) e, na comparação entre os diferentes graus de displasia em 
QA, foi mais presente nos casos de alto risco (AR) segundo a 
classificação binária (Núcleo p=0,017; Citoplasma p=0,044). Já em 
CEL, sua expressão foi maior nos casos bem diferenciados (BD), 
sugerindo fortemente sua participação nas fases iniciais da 
carcinogênese. A expressão de NESTIN foi predominante 
citoplasmática e significantemente menos presente em ENN quando 
comparada com QA (p=0,001) e com CEL (p=0,003). Além disso, 
apresentou tendência a maior expressão em QA com displasia epitelial 
intensa (DEI) ou AG e CEL BD (sem significância estatística), fato que 
poderia sugerir a participação de NESTIN também nas fases iniciais da 
carcinogênese. A marcação de β-tubulina foi predominantemente 
citoplasmática e intensa em todas as lesões estudadas, sem relevância 
estatística. Os resultados sugerem a participação das proteínas 
marcadoras de CTCs NANOG e NESTIN no comportamento biológico 
de QA e CEL principalmente no desenvolvimento e transformação da 
lesão pré-maligna (QA) em maligna (CEL). 
 
Palavras-chave: Imuno-histoquímica, Carcinoma de células escamosas, 
Queilite, Nestina, Células-tronco.  
 
  
 
 
  
 
  
  
ABSTRACT 
 
Cancer stem cells have been observed and isolated in several malignant 
lesions based on the expression of their protein markers. These cells are 
associated with tumor initiation and progression as well as resistance to 
treatment. In this study we investigated the presence of cancer stem cells 
protein markers NANOG, NESTIN and β-tubulin in actinic cheilitis 
(AC), lip squamous cell carcinoma (LSCC) and non-
neoplastic epithelium (NNE). Thirty cases of AC, thirty cases of LSCC 
and twenty cases of NNE were submitted to the immunohistochemical 
protocol to evaluate the presence of the three proteins. Immunostaining 
of NANOG was significantly higher in AC when compared to NNE and 
(Nucleus p=0,007; Cytoplasm p=0,012), when comparing different 
degrees of dysplasia in AC, it was more present in high grade cases, 
according to the binary classification (Nucleus p=0,017; Cytoplasm 
p=0,044). In LSCC, its expression was higher in well differentiated 
cases, strongly suggesting its participation in the early stages of 
carcinogenesis. The expression of NESTIN was predominantly 
cytoplasmic and significantly less present in NNE when compared to 
AC (p=0,001) and LSCC (p=0,003). In addition, there was a trend of 
higher expression in intense epithelial dysplasia or high grade AC and 
well differentiated LSCC (without statistical significance), which could 
suggest a participation of NESTIN also in the early stages of 
carcinogenesis. The labeling of β-tubulin was predominantly 
cytoplasmic and intense in all studied lesions, with no statistical 
relevance. The results suggest the participation of NANOG and 
NESTIN in the biological behavior of AC and LSCC, mainly in the 
development and transformation of premalignant (AC) to malignant 
(LSCC) lesions. 
 
 
Keywords: Immunohistochemistry, Squamous cell carcinoma, Cheilitis, 
Nestin, Stem cell. 
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INTRODUÇÃO 
 
 
1.1 QUEILITE ACTÍNICA  
 
A queilite actínica (QA) é uma lesão potencialmente 
malignizável, ou seja, que apresenta um risco aumentado de crescimento 
celular desordenado e de transformar-se em câncer, resultante da 
exposição crônica e prolongada à radiação ultravioleta (UV) (Silverman 
et al., 2004; Vieira et al., 2012). Acomete mais frequentemente o lábio 
inferior de homens de pele clara com idade entre sexta a sétima décadas 
de vida, uma vez que os danos causados pela radiação UV são 
acumulativos (Kaugars et al., 1999; Cavalcante et al., 2008). Esta lesão 
é semelhante à queratose actínica, doença cutânea potencialmente 
malignizável também relacionada à exposição crônica e excessiva à 
radiação UV (Neville et al., 2009). No entanto, a epiderme, por possuir 
melanina e espessa camada de queratina, proporciona uma proteção 
natural contra os efeitos nocivos da radiação UV, já o lábio, por ser 
semimucosa, apresenta camada córnea mais delgada e menor quantidade 
de melanina quando comparado à pele, o que faz com que seja mais 
vulnerável aos efeitos nocivos da radiação UV (Vieira et al., 2012).  
A exposição crônica à radiação UV pode levar a alterações 
genotípicas e fenotípicas das células epiteliais, genericamente chamadas 
de atipias ou displasias epiteliais, que podem ser consideradas alterações 
pré-malignas por estarem associadas a um aumento de 10 a 20% do 
risco para desenvolvimento do carcinoma epidermoide (Dos Santos et 
al., 2003). Dentre estas alterações, destacam-se as alterações no ciclo 
celular e nos mecanismos de apoptose (Ouhtit et al., 2000). 
O diagnóstico da QA é baseado em achados clínicos e 
histopatológicos. Clinicamente, a lesão caracteriza-se por atrofia e 
ressecamento da semimucosa labial, escurecimento ou perda da nitidez 
da linha mucocutânea, descamação constante e até a formação de 
ulcerações (Neville e Day, 2002; Markopoulos et al., 2004; Cavalcante 
et al., 2008). Histologicamente é caracterizada por um epitélio de 
revestimento atrófico ou acantótico, hiperceratótico e podendo 
apresentar graus variados de displasia epitelial. A lâmina própria mostra 
degeneração basofílica do colágeno induzida pela radiação UV e, 
comumente, observa-se um infiltrado inflamatório crônico adjacente ao 
epitélio displásico (Markopoulos et al., 2004; Silverman et al., 2004; 
Neville et al., 2009). 
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 De acordo com Kaugars et al. (1999) é essencial que o grau de 
displasia epitelial seja determinado juntamente com o diagnóstico 
histopatológico da QA (Kaugars et al., 1999). Segundo a classificação 
dos tumores de cabeça e pescoço da Organização Mundial da Saúde 
(OMS- 2005), as displasias epiteliais são caracterizadas tanto pelo seu 
aspecto citológico quanto arquitetural e, quando presentes em um 
epitélio alterado, podem ser classificadas em displasia leve (DEL), 
displasia moderada (DEM) e displasia intensa (DEI) (Barnes et al., 
2005; Argyris et al., 2015). Além da classificação da OMS, pode ser 
utilizada a classificação binária, que classifica as displasias em dois 
grupos: alto risco (AR), quando se observa pelo menos quadro 
mudanças arquiteturais e cinco alterações citológicas e baixo risco (BR), 
quando se observa menos de quatro mudanças arquiteturais ou menos do 
que cinco alterações citológicas (Kujan, 2006). O tratamento da QA 
pode ser cirúrgico e não cirúrgico dependendo, principalmente, do grau 
de displasia. Os pacientes necessitam de um contínuo monitoramento 
clínico e de educação em relação à proteção de seus lábios dos danos 
provenientes da exposição à radiação UV (Kaugars et al., 1999). 
 
1.2 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE LÁBIO 
 
O Ministério da Saúde - Instituto Nacional do Câncer, por meio 
da publicação “Estimativa 2016: Incidência de Câncer no Brasil” 
informa que a última estimativa mundial sobre o câncer de boca, feita 
para o ano de 2012, apontou cerca de 300 mil novos casos e 145 mil 
óbitos. Já para o Brasil, estimou-se em 2016 a ocorrência de 15.490 
casos novos de câncer, sendo 11.140 em homens e 4.350 em mulheres e 
mostra que o câncer bucal é o quinto tipo de câncer mais prevalente 
entre os homens e o décimo segundo mais prevalente entre as mulheres 
(Instituto Nacional do Câncer, Brasil, 2015). 
O carcinoma epidermoide de lábio (CEL) corresponde a 25-30% 
desses casos (Luna-Ortiz et al., 2004). É uma doença fortemente 
relacionada à exposição solar crônica e, por isso, apresenta grande 
relevância no Brasil, um país tropical com elevada incidência de 
radiação UV e elevada exposição populacional a essa radiação, tanto na 
área rural quanto urbana, devido principalmente à sua ocupação 
profissional (Prado e Passarelli, 2009; Sena et al., 2010).  
Acredita-se que o CEL seja precedido pela QA e, por isso, o 
perfil do paciente seja parecido: normalmente homens de pele clara, 
com idade entre a 7
a
 e 8
a 
décadas de vida, sendo o lábio inferior mais 
acometido (Neville e Day, 2002; Luna-Ortiz et al., 2004; Regezi et al., 
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2008). As características clínicas desta enfermidade são variáveis, 
dependendo do estágio em que a lesão se encontra. As lesões geralmente 
são assintomáticas e aparece, inicialmente, sob a forma de uma úlcera 
crônica que não cicatriza ou como uma lesão exofítica que, 
ocasionalmente, possui uma natureza verrucosa (Antunes e Antunes, 
2004; Silva et al., 2006; Regezi et al., 2008). Caracteriza-se, 
histologicamente, pela presença de cordões ou ilhas de células 
neoplásicas apresentando pleomorfismo nuclear e celular, 
hipercromatismo nuclear, aumento no número de mitoses e mitoses 
atípicas, entre outras alterações. No estroma observa-se tecido 
conjuntivo denso exibindo degeneração basofílica do colágeno e 
infiltrado inflamatório crônico (Neville et al., 2009).  
Segundo a classificação histológica da OMS para os carcinomas 
epidermoides, esses podem ser graduados em bem diferenciados (BD), 
onde as células neoplásicas são muito similares ao epitélio de origem; 
pouco diferenciados (PD), onde o tecido neoplásico apresenta muitas 
alterações celulares e estruturais, tornando difícil identificação do tecido 
de origem; ou moderadamente diferenciados (MD), onde a neoplasia 
apresenta características entre esses dois extremos (Barnes et al.,  2005). 
A cirurgia, acompanhada ou não de radioterapia, continua a ser o padrão 
ouro de tratamento do CEL. Quando comparado com o carcinoma 
epidermoide intraoral, o prognóstico para o CEL é melhor (Neville e 
Day, 2002; Gutiérrez-Pascual et al., 2012). 
 
1.3 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 
 
As células-tronco são foco de diversas áreas da pesquisa 
biomédica. Segundo Huang et al. (2010), as células-tronco são 
pluripotentes e apresentam capacidade clonogênica, de auto-renovação, 
de diferenciação em tipos celulares dos tecidos em que residem e, 
muitas vezes, capacidade de trans-diferenciação. O potencial de trans-
diferenciação (potencial de se especializar em determinados tipos 
celulares diferentes, independentemente da sua origem) e a capacidade 
de renovação e reparação de danos teciduais apresentadas pelas células-
tronco, trazem-nas para o foco de interesse da biotecnologia e da clínica 
diária (Huang et al., 2010). 
Além das células-tronco hematopoiéticas (CTHs), a medula óssea 
também abriga um número reduzido de células-tronco mesenquimais 
(CTMs). Estas células são negativas para os marcadores CD14 e CD34 
das CTHs e para o marcador de exclusão de CTH CD45 (Huang et al., 
2010). As CTMs estão presentes em diferentes tecidos do organismo 
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(Herrmann et al., 2009). Apenas 0,001-0,01% das células 
mononucleares isoladas da medula óssea têm propriedades de CTM, 
mas a sua multipotência e a sua capacidade proliferativa in vitro 
tornaram-nas atrativas para novas abordagens terapêuticas, com o 
objetivo de alcançar a recuperação de tecidos danificados ou doentes 
(Sahlgren et al., 2003). 
Recentemente, estudos clínicos sugeriram que a transferência 
efetiva de CTM pode levar a benefícios terapêuticos em um número 
cada vez maior de doenças (Herrmann et al., 2009). As CTM têm sido 
utilizadas em diversas terapias, incluindo o tratamento de hemofilia, 
osteogênese imperfeita, lesões de cartilagem, para acelerar a 
recuperação da hematopoese após quimioterapia/radioterapia, para 
evitar cicatrizes após infarto do miocárdio e para o tratamento de lesões 
neurais após acidente vascular cerebral ou trauma (Huang et al., 2010; 
Zhong et al., 2015; Li et al., 2016).  Devido a aplicações terapêuticas 
promissoras dessas células-tronco adultas multipotentes, uma série de 
estudos clínicos envolvendo CTMs está atualmente em curso (Huang et 
al., 2010). 
As mesmas qualidades que tornam as células-tronco valiosas na 
medicina regenerativa, na engenharia tecidual e na biotecnologia 
também carregam riscos para o organismo do hospedeiro. As mutações 
que afetam o seu potencial de diferenciação combinado com a falta de 
controle da sua capacidade proliferativa ilimitada podem transformá-las 
em "células-tronco cancerosas" (CTCs) (Huang et al., 2010). 
 
1.4 CÉLULAS-TROCO CANCEROSAS 
 
Acredita-se que as células-tronco cancerosas (CTCs) 
desempenhem um papel crucial no processo de iniciação da neoplasia, 
modulação do microambiente neoplásico, apoptose e senescência celular 
(Reya e Clevers, 2005; Costea et al., 2006; Zhang et al., 2012). Diversos 
estudos atribuem às CTCs papéis fundamentais na progressão e na 
invasão do câncer, na resistência à quimioterapia, na recorrência após 
terapia e na ocorrência de metástases à distância (Zhang et al., 2012; 
Watanabe et al., 2014). Estudos recentes identificaram CTCs em um 
grupo heterogêneo de neoplasias, incluindo o câncer bucal, e 
caracterizaram-nas como um dos fatores responsáveis pela reincidência 
dessas lesões, mesmo depois da realização do tratamento adequado, e 
também pela alta morbidade e mortalidade de pacientes portadores das 
mesmas (Reya e Clevers, 2005; Costea et al., 2006; Zhang et al., 2012).  
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CTCs bucais podem surgir a partir de células-tronco epiteliais 
adultas, células progenitoras ou por meio da desdiferenciação de células 
maduras (Sinha et al., 2013). Segundo Sinha et al. (2013), as mutações 
nos oncogenes presentes em neoplasias malignas bucais podem conduzir 
ao processo de desdiferenciação seguido por auto-renovação das células 
em proliferação (Sinha et al., 2013). Assim, o crescimento e a 
propagação do câncer bucal seriam impulsionados por CTCs capazes de 
auto-renovação e geração de populações de células tumorais 
fenotipicamente diversificadas (Reya e Clevers, 2005). Populações de 
CTCs presentes em cânceres bucais apresentaram regulação positiva 
para alguns genes relacionados com células-tronco, como o NANOG, 
OCT 3/4, NESTIN, CK19, BMI-1, CD117 (c-kit), CD44 e CD133 
(Zhang et al., 2009). 
 
1.4.1 NANOG 
 
O NANOG é uma proteína que exerce papel de fator de 
transcrição e está expressa em células-tronco embrionárias e 
superexpressa durante o desenvolvimento neoplásico (Watanabe et al., 
2014). O NANOG tem se mostrado importante em vários tipos de 
neoplasias, entre elas, o câncer de boca (Chiou et al., 2008), pois possui 
um papel significativo na manutenção da diferenciação e na proliferação 
celular, tanto em células indiferenciadas do carcinoma epidermoide 
bucal (CEB), como em CTCs (Watanabe et al., 2014).  
Watanabe et al. (2014) identificou sobre-expressão de NANOG 
em CEB pouco diferenciado e em células neoplásicas não diferenciadas 
presentes na periferia de CEB bem diferenciados (Watanabe et al., 
2014). A imunofluorescência mostrou que as linhagens celulares de 
CEB apresentaram expressão uniforme de NANOG (Watanabe et al., 
2014). Tais resultados indicam que o NANOG é expresso não apenas 
em CTCs, mas também em grande proporção de células do CEB que são 
indiferenciadas e com alta taxa de proliferação(Watanabe et al., 2014). 
A expressão de NANOG também está positivamente associada 
à resistência à quimioterapia (Izumiya et al., 2012). Tsai et al. (2011)  
sugere que o aumento da expressão dos marcadores de 
pluripotencialidade como o NANOG esteja associado a 
quimiorresistência à cisplatina em pacientes com CEB (Tsai et al., 
2011). Dados de RT-PCR e Western blotting demonstraram que os 
genes ”stemness” (NANOG, OCT4, BMI1 E NESTIN) foram ativados 
de forma significativa e resultaram em elevada expressão proteica em 
30 
 
células da mucosa bucal de pacientes com câncer resistente à cisplatina 
(Ledesma-Montes et al., 2008). 
Segundo Watanabe et al. (2014) os focos metastáticos de CEB 
presentes em linfonodos apresentaram expressão imuno-histoquímica 
extremamente elevada de NANOG, mesmo após a quimioterapia pré-
operatória, indicando que as células neoplásicas NANOG-positivas 
sobreviveram e proliferaram (Watanabe et al., 2014).  Além disso, 
pacientes em que as células do foco primário de CEB não expressavam 
NANOG passaram a expressar NANOG em focos metastáticos, 
indicando que mesmo tumores NANOG-negativos podem conter um 
número pequeno de células de CEB indiferenciadas, assim como poucas 
CTCs (Watanabe et al., 2014). 
 
1.4.2 NESTIN 
 
NESTIN é um membro da família VI da classe de proteínas dos 
filamentos intermediários, primeiramente identificado como uma 
proteína expressa em células progenitoras do sistema nervoso central e 
periférico, e, posteriormente, em outros tecidos (Guérette et al., 2007). 
NESTIN foi encontrado em células progenitoras de músculo 
esquelético, do coração, testículos, germe dentário, pelos, folículo 
capilar e vasos sanguíneos (Fröjdman et al., 1997; Michalczyk e Ziman, 
2005; Suzuki et al., 2010). 
NESTIN foi relacionada à invasão, metástase, controle de ciclo 
celular e apoptose em adenocarcinoma ductal pancreático e 
adenocarcinoma de pulmão através da regulação de proteínas do 
citoesqueleto de células-tronco (Ryuge et al., 2011; Matsuda et al., 
2012; Zhong et al., 2014). Também foi relacionada com o 
comportamento agressivo em câncer de mama, próstata e pâncreas e a 
sua presença é considerada um importante indicador de prognóstico 
independente de outros fatores clínicos e patológicos (Mangiola et al., 
2007). Em neuroblastomas, NESTIN interage com o DNA modulando o 
comportamento agressivo do tumor (Krupkova et al., 2011). 
O estudo de Chen et al. (2010) mostrou que amostras de câncer 
de pulmão NESTIN-positivas foram correlacionadas com pior 
comportamento da lesão e pior prognóstico para o paciente (Chen et al., 
2010). Da mesma forma, Zhong et al. (2014), mostraram que os 
pacientes portadores de carcinoma epidermoide de esôfago com células 
NESTIN-positivas tiveram um pior prognóstico, maior taxa de 
recorrência e metástase (Zhong et al., 2014). Portanto, NESTIN 
31 
 
  
apresenta um importante valor prognóstico e sua regulação poderia ter 
aplicações terapêuticas no tratamento do câncer (Zhong et al., 2014). 
 
1.4.3 β-TUBULINA 
 
O citoesqueleto é composto por um conjunto de filamentos 
intermediários, os filamentos de actina e os microtúbulos. Os 
microtúbulos são estruturas poliméricas, onde os principais 
componentes são heterodímeros de β-tubulina. Esses dímeros são 
continuamente incorporados (polimerização) e liberados 
(despolimerização), tornando essas estruturas altamente dinâmicas, 
característica essencial para a função dos microtúbulos. Eles estão 
envolvidos na motilidade celular, transporte e manutenção da forma da 
célula, além disso, apresentam um papel crucial na fase de formação do 
fuso mitótico, que permite separar os cromossomos durante a divisão 
celular (Berrieman et al., 2004). 
A β-tubulina é composta por seis isotipos, os quais possuem 
sequências de aminoácidos similares. No entanto, regiões específicas de 
variabilidade foram identificadas nas sequências, incluindo a região 
carboxi-terminal extremo, que pode ser usada para agrupar os isotipos 
de β-tubulina em classes diferentes, classe I, II, III, IVA, IVB e VI. O 
isotipo de classe I é a β-tubulina geralmente expressa em células 
humanas e mais especificamente nas células dos carcinomas (Berrieman 
et al., 2004). 
A β-tubulina é um marcador de células mesenquimais (Huang et 
al., 2010). Durante a progressão neoplásica de carcinomas pode ocorrer 
a transição epitélio-mesênquima (TEM) (Onoue et al., 2006), um evento 
que confere às células epiteliais tumorais as características biológicas 
necessárias aos passos de invasão e metástas (Chiou et al., 2010). Huang 
et al. (2010) afirma que o grau de diferenciação dos carcinomas 
epidermoides é altamente relacionado com a reorganização do 
citoesqueleto, consequentemente as diferenças na expressão da β-
tubulina entre os graus de carcinoma epidermoide leva a crer que tal 
proteína seja um marcador molecular potencial ou ainda, alvo para 
aplicações de prognóstico, diagnóstico e tratamentos (Huang et al., 
2010).   
 
 
 
 
 
32 
 
 JUSTIFICATIVA 
 
Atualmente, decisões terapêuticas para o tratamento de câncer 
de boca fundamentam-se em parâmetros clínicos e patológicos, 
incluindo: idade do paciente, estadio TNM e o grau histológico do 
tumor. Contudo, esses fatores não distinguem de maneira precisa entre 
um tumor mais ou menos agressivo. Por isso, a identificação do perfil de 
CTCs presentes nessas lesões permitiria o estabelecimento de estratégias 
terapêuticas mais eficientes, contra antígenos específicos. Diante disso, 
o estudo de proteínas como NANOG, NESTIN e β-tubulina nas lesões 
malignas e potencialmente malignas de lábio é importante, visto que não 
existe na literatura indexada a análise de tais proteínas nessas doenças. 
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OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 
 
Investigar a presença de proteínas de células-tronco 
mesenquimias em QA e CEL diagnosticados na Universidade Federal de 
Santa Catarina por meio da análise imuno-histoquímica dos marcadores 
celulares NANOG, NESTIN e β-tubulina. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Classificar as QAs de acordo com seus graus de displasia 
epitelial e CEL de acordo com seus graus de diferenciação; 
- Avaliar a expressão imuno-histoquímica dos marcadores 
celulares NANOG, NESTIN e β-tubulina em QAs, CELs e ENN, 
evidenciando o local e frequência desta expressão; 
- Relacionar o grau de displasia epitelial das QAs com a 
expressão imuno-histoquímica dos marcadores celulares estudados; 
- Relacionar o grau de diferenciação histológica dos CELs com 
a expressão imuno-histoquímica dos marcadores celulares estudados; 
- Comparar a expressão dos marcadores celulares em estudo 
entre as QAs, CELs e ENN;  
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ARTIGO 
 
 Artigo formatado conforme normas da revista Oral Oncology 
(ANEXO B), com exceção do idioma e do formato das referências. 
 
 TÍTULO 
 
AVALIAÇÃO DA PRESENÇA DE PROTEÍNAS DE CÉLULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS NANOG, NESTIN E β-TUBULINA EM 
QUEILITE ACTÍNICA E CARCINOMA EPIDERMOIDE DE LÁBIO 
  
 RESUMO  
 
Objetivo: Investigar a presença das proteínas marcadoras de CTCs 
NANOG, NESTIN e β-tubulina, em queilite actínica (QA), carcinoma 
epidermoide de lábio (CEL) e epitélio não neoplásico (ENN). 
Materiais e métodos: Trinta casos de QA, trinta casos de CEL e vinte 
casos de ENN foram submetidos à técnica de imuno-histoquímica para 
avaliação das três proteínas. 
Resultados: A imunomarcação de NANOG foi significativamente mais 
presente em QA quando comparado com o ENN e na comparação entre 
os diferentes graus de displasia em QA foi mais presente nos casos de 
alto risco (AR) segundo a classificação binária. Já em CEL, sua 
expressão foi maior nos casos bem diferenciados (BD), sugerindo 
fortemente sua participação nas fases iniciais da carcinogênese. A 
expressão de NESTIN foi predominante citoplasmática e 
significantemente menos presente no ENN quando comparada com QA 
e com CEL. Além disso, apresentou tendência a maior expressão em QA 
com displasia epitelial intensa (DEI) ou AG e CEL BD (sem 
significância estatística), fato que poderia sugerir a participação de 
NESTIN também nas fases iniciais da carcinogênese. A marcação de β-
tubulina foi predominantemente citoplasmática e intensa em todas as 
lesões estudadas, sem relevância estatística. 
Conclusão: Os resultados sugerem a participação das proteínas 
marcadoras de células-tronco mesenquimais (CTMs) NANOG e 
NESTIN no comportamento biológico de QA e CEL principalmente no 
desenvolvimento e transformação da lesão pré-maligna (QA) em 
maligna (CEL). 
 
Palavras-chave: Imuno-histoquímica, Carcinoma Epidermoide, Queilite, 
Nestin, Células-tronco cancerosas. 
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INTRODUÇÃO 
 
A queilite actínica (QA) é uma lesão potencialmente 
malignizável, ou seja, que apresenta um risco aumentado de crescimento 
celular desordenado e de transformar-se em câncer, resultante da 
exposição crônica e prolongada à radiação ultravioleta (UV). Tal 
exposição pode levar a alterações genotípicas e fenotípicas das células 
epiteliais, essas conhecidas como alterações displásicas, que podem 
resultar em um potencial aumentado de 10 a 20% para desenvolvimento 
de carcinoma epidermoide (Dos Santos et al., 2003; Silverman et al., 
2004; Vieira et al., 2012). 
O carcinoma epidermoide de lábio (CEL) é uma doença 
fortemente relacionada à exposição solar crônica e, por isso, apresenta 
grande relevância no Brasil, um país tropical com elevada incidência de 
radiação UV e elevada exposição populacional a essa radiação, tanto na 
área rural quanto urbana, devido, principalmente, à sua ocupação 
profissional (Prado e Passarelli, 2009; Sena et al., 2010).  
Acredita-se que as células-tronco cancerosas (CTCs) 
desempenhem um papel crucial no processo de iniciação da neoplasia, 
modulação do microambiente neoplásico, apoptose e senescência celular 
(Reya e Clevers, 2005; Costea et al., 2006; Zhang et al., 2012). Diversos 
estudos atribuem às CTCs papeis fundamentais na progressão e na 
invasão do câncer, na resistência à quimioterapia, na recorrência após 
terapia e na ocorrência de metástases à distância (Zhang et al., 2012; 
Watanabe et al., 2014). Estudos recentes identificaram CTCs em um 
grupo heterogêneo de neoplasias, incluindo o carcinoma epidermoide 
bucal (CEB) e caracterizaram-nas como um dos fatores responsáveis 
pela reincidência dessas lesões, mesmo depois da realização do 
tratamento adequado e também pela alta morbidade e mortalidade de 
pacientes portadores das mesmas (Reya e Clevers, 2005; Costea et al., 
2006; Zhang et al., 2012).  
Assim, o crescimento e a propagação do CEB seriam 
impulsionados por CTCs capazes de auto-renovação e geração de 
populações de células tumorais fenotipicamente diversificadas (Reya e 
Clevers, 2005). Populações de CTCs presentes em CEBs apresentaram 
regulação positiva para alguns genes relacionados com células-tronco, 
como o NANOG, OCT 3/4, NESTIN, CK19, BMI-1, CD117 (c-kit), 
CD44 e CD133 (Zhang et al., 2009). 
O NANOG é uma proteína que exerce papel de fator de 
transcrição e está expressa em células-tronco embrionárias e 
superexpressa durante o desenvolvimento neoplásico (Watanabe et al., 
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2014). Ainda, possui um papel significativo na manutenção da 
diferenciação e na proliferação celular, tanto em células indiferenciadas 
do CEB, como em CTCs (Watanabe et al., 2014). Watanabe et al. 
(2014) identificou sobre-expressão de NANOG em CEBs pouco 
diferenciado e em células neoplásicas não diferenciadas presentes na 
periferia de CEBs bem diferenciados (Watanabe et al., 2014).  
NESTIN é um membro da família VI da classe de proteínas dos 
filamentos intermediários (Guérette et al., 2007). Essa proteína foi 
relacionada à invasão, metástase, controle de ciclo celular e apoptose em 
adenocarcinoma ductal pancreático e adenocarcinoma de pulmão através 
da regulação de proteínas do citoesqueleto de células-tronco (Ryuge et 
al., 2011; Matsuda et al., 2012; Zhong et al., 2014). Também foi 
relacionada com o comportamento agressivo em câncer de mama, 
próstata e pâncreas e a sua presença é considerada um importante 
indicador de prognóstico independente de outros fatores clínicos e 
patológicos (Mangiola et al., 2007). Portanto, NESTIN apresenta um 
importante valor prognóstico e sua regulação poderia ter aplicações 
terapêuticas no tratamento do câncer (Zhong et al., 2014). 
A β-tubulina é um marcador de células mesenquimais (Huang et 
al., 2010). Durante a progressão neoplásica de carcinomas pode ocorrer 
a transição epitélio-mesênquima (TEM) (Onoue et al., 2006), um evento 
que confere às células epiteliais neoplásicas as características biológicas 
necessárias aos passos de invasão e metástase da progressão tumoral 
(Chiou et al., 2010). Huang et al. (2010), no seu estudo, afirmam que o 
grau de diferenciação dos carcinomas epidermoides é altamente 
relacionado com a reorganização do citoesqueleto, por conseguinte, o 
aumento na expressão da β-tubulina entre os diferentes graus de 
carcinoma epidermoide leva a crer que estas proteínas sejam marcadores 
moleculares potencias ou ainda, alvos para aplicações de prognóstico, 
diagnóstico e tratamentos (Huang et al., 2010).   
Atualmente, decisões terapêuticas para o tratamento de câncer 
de boca fundamentam-se em parâmetros clínicos e histopatológicos, 
incluindo: idade do paciente, estadio TNM e o grau histológico do 
tumor. Contudo, estes fatores não distinguem de maneira precisa entre 
um tumor mais ou menos agressivo. Por isso, a identificação do perfil de 
CTCs presentes nessas lesões permitiria o estabelecimento de estratégias 
terapêuticas mais eficientes, contra antígenos específicos. Assim sendo, 
este trabalho avaliou a presença e distribuição das proteínas de CTCs em 
carcinomas epidermoides de lábio (lesão maligna), em queilites 
actínicas (lesão potencialmente malignizável) e em epitélio não 
neoplásico (lesão não neoplásica) por meio da análise imuno-
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histoquímica das proteínas NANOG, NESTIN e β-tubulina. É 
importante destacar que não existe na literatura indexada a análise de 
tais proteínas nessas doenças. 
 
 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Seleção da amostra 
 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 
Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa Catarina 
(UFSC) sob o CAAE 45349215.0.0000.0121. As amostras foram 
selecionadas a partir dos arquivos do Laboratório de Patologia Bucal da 
UFSC e divididas em: QA, composto por 30 casos de queilite actínica; 
CEL, composto por 30 casos de carcinoma epidermoide de lábio; e 
ENN, contendo 20 casos de biópsias oriundas de mucocele que 
continham revestimento epitelial, como fonte de epitélio não neoplásico. 
A utilização de mucoceles ocorreu devido à inviabilidade de obtenção 
de fragmentos de lábio normal. 
 
Análise histológica 
 
As lâminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) foram 
analisadas simultaneamente por três examinadores, em consenso, para 
determinação do grau de displasia epitelial nas QAs e grau de 
diferenciação histopatológica dos CELs, seguindo os critérios 
estabelecidos pela OMS e pela classificação binária (Barnes et al., 2005; 
Kujan et al., 2006). As displasias epiteliais em QA foram classificadas 
em leves quando a presença de alterações displásicas se restringia 
somente ao terço inferior do epitélio; moderadas, quando estas 
alterações eram encontradas até o terço médio; e intensas, quando as 
alterações displásicas ultrapassavam o terço médio e estendiam-se ao 
terço superior (Barnes et al., 2005). Além da classificação da OMS, foi 
utilizada a classificação binária que classifica a QA em dois grupos, alto 
risco (AR), quando se observa pelo menos quadro mudanças 
arquiteturais e cinco alterações citológicas e baixo risco (BR), quando se 
observa menos de quatro mudanças arquiteturais ou menos do que cinco 
alterações citológicas (Kujan, 2006). Os CEL foram classificados em 
bem diferenciados (BD), lesão muito similar ao seu epitélio de origem, 
pouco diferenciados (PD), uma lesão em que predominam células 
imaturas, com numerosas mitoses típicas e atípicas, além de mínima 
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ceratinização, tornando muitas vezes, difícil identificar seu tecido de 
origem ou moderadamente diferenciados (MD), com características 
entre esses dois extremos (Barnes et al., 2005). 
  
Imuno-histoquímica 
 
As amostras foram submetidas à técnica de imuno-histoquímica 
pelo método do polímero marcado-HRP. Foram incluídos controles 
positivos para todos os anticorpos (Quadro 1) e o controle negativo de 
todas as reações foi realizado pela omissão do anticorpo primário. Das 
amostras fixadas em formol e emblocadas em parafina foram obtidos 
cortes de 3μm de espessura, estendidos em lâminas de vidro silanizadas 
(Sigma, St. Louis, MO, EUA). Foi realizada a desparafinização e 
reidratação dos cortes, seguidas de imersão em solução de peróxido de 
hidrogênio a 3% em metanol para o bloqueio da peroxidase endógena. A 
recuperação antigênica foi realizada com solução tampão de citrato 
0,01M a 96
o
C. O bloqueio dos sítios inespecíficos foi realizado pela 
incubação dos cortes em solução de leite desnatado a 5% em tampão 
fosfato salina (PBS), por 40 minutos. A incubação com os anticorpos 
primários (Quadro 1) foi realizada em câmara úmida mantida sob 
refrigeração (4 a 8°C), overnight.  
A seguir foi utilizado o EnVision (Dako, Corporation, 
Carpinteria, CA, EUA) com anticorpo secundário sem diluição. As 
lâminas então foram coradas com solução cromógena DAB (Dako, 
Corporation, Carpinteria, CA, EUA) e contra coradas com Hematoxilina 
de Harris. Após desidratação e diafanização, as lâminas foram montadas 
com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha). 
 
 
Anticorpo Clone Fabricante Diluição 
Controle 
Positivo 
NANOG 
hNANO
G.2 
 
eBioscience 1:100 
Carcinoma 
epidermoide 
NESTIN 
Rat-401 
(Rat401 (4D4)) 
 
eBioscience 1:50 
Carcinoma 
epidermoide 
β-tubulina DB1B Ingenex 1:100 Pulmão 
Quadro 1: Anticorpos utilizados 
 
Análise das reações de imuno-histoquímica  
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As lâminas tiveram sua identificação mascarada, de forma que a 
avaliação das reações foi realizada por um examinador às cegas e 
calibrado (Kappa>0,8) que utilizou o software NIH ImageJ 1.410 
(National Institute of Health, Bethesda, EUA). Foram obtidas, por meio 
de câmera fotográfica (Cannon, A620, San Jose, CA, EUA) acoplada a 
microscópio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha), 
5 imagens equidistantes do epitélio de cada caso, com magnitude de 
400X.  
A avaliação para o NANOG, NESTIN e β-tubulina deu-se pela 
análise quantitativa da coloração castanha no citoplasma e/ou núcleo das 
células epiteliais. Em cada um dos casos, independentemente do 
diagnóstico, foram fotografados 5 campos equidistantes do epitélio. A 
partir desses campos fotografados, para cada anticorpo foram contadas 
as células positivas (núcleo e citoplasma) e o total de células em tecido 
epitelial.  
 
Análise estatística  
 
Foi realizada a estatística descritiva para cada variável analisada 
e a comparação da expressão dessas variáveis entre os grupos analisados 
QA, CEL e ENN por meio do teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis 
utilizando o software SPSS® versão 11 (SPSS Inc., Headquarters, 
EUA). Foi realizado análise de variância, os resíduos não apresentaram 
distribuição normal (teste Shapiro-wilk), optando-se então por testes 
não-paramétricos. Ainda, para correlacionar a marcação das proteínas 
com as classificações de QA e CEL, utilizou-se o teste U de Mann-
Whitney para amostras independentes. Os resultados foram expressos 
como média da porcentagem de células coradas ± desvio-padrão (DP). 
Considerou-se valor de p<0,05 para dados com significância estatística. 
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RESULTADOS 
Os casos de QA exibiam revestimento epitelial ora acantótico, 
ora atrófico e com graus de displasia determinados de acordo com a 
classificação da OMS (Barnes et al., 2005) e da classificação Binária 
(Kujan et al., 2006). A lâmina própria exibiu graus variados de 
degeneração basofílica do colágeno e inflamação. Os casos de CEL 
estudados foram compostos tanto por lesões em que o parênquima ainda 
permanecia revestindo a mucosa, como por casos em que a úlcera estava 
consolidada e a maior parte do epitélio transformado encontrava-se 
disposto em ilhas e cordões que invadiam o tecido conjuntivo adjacente. 
O grau de diferenciação da lesão foi determinado de acordo com a 
classificação da OMS (Barnes et al., 2005). 
Os resultados estão apresentados nas tabelas 1, 2 3 e 4. 
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Tabela 1. Expressão imuno-histoquímica para NANOG, NESTIN e β-tubulina em QA, CEL e ENN. 
 
Proteína  ENN (n=20) QA (n=30) CEL (n=30) 
NANOG 
 
Núcleo 
Citoplasma 
10,09% (±17,35)ᵃ 
14,48% (±20,89)ᵃ 
25,37% (±26,26)ᵃ 
38,72% (±31,38)ᵃ 
14,67% (±17,26) 
25,56% (±28,21) 
NESTIN 
 
Citoplasma 21,26 (±28,26)ᵃ˒ͨ 37,76% (±25,64)ᵃ 32,91% (±24,74) ͨ 
Β-TUBULINA Citoplasma 78,35% (±32,37)   91,71% (±9,42) 85,24% (±18,16) 
ENN: epitélio não neoplásico; QA: queilite actínica; CEL: carcinoma epidermoide de lábio. 
a
 Relação entre ENN e QA com p<0,05.  
b
 Relação entre QA e CEL com p<0,05.  
c 
Relação entre ENN e CEL com p<0,05 
Valores expressos em médias ± desvio padrão (%). 
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Tabela 2. Expressão imuno-histoquímica de NANOG, NESTIN e β-tubulina de acordo com o grau de displasia 
epitelial segundo a OMS em QA. 
 
Proteína  DEL (n=9) DEM (n=14) DEI (n=7) 
NANOG 
 
Núcleo 
Citoplasma 
 
16,63% (±30,44) 
24,02% (±30,24) 
28,20% (±22,58) 
46,59% (±30,48) 
30,91% (±28,69) 
41,89% (±32,36) 
NESTIN 
 
Citoplasma 35,07% (±18,78) 30,90% (±27,71) 54,96% (±24,03) 
Β-TUBULINA 
 
Citoplasma 96,72% (±3,66) 90,77% (±9,47) 87,17% (±12,37) 
QA: queilite actínica; DEL: displasia epitelial leve; DEM: displasia epitelial moderada; DEI: displasia epitelial intensa. 
Valores expressos em médias ± desvio padrão (%). 
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Tabela 3. Expressão imuno-hitoquímica de NANOG, NESTIN e β-tubulina de acordo com o grau de displasia 
epitelial segundo a classificação binária em QA. 
 
Proteína  BR (n=10) AR (n=20) 
NANOG 
 
Núcleo 
Citoplasma 
 
12,94% (±20)ᵃ 
22,85% (±22,74)ᵃ 
31,58% (±27,22)ᵃ 
46,66% (±32,54)ᵃ 
NESTIN 
 
Citoplasma 36,99% (±20,08) 38,15% (±27,77) 
Β-TUBULINA 
 
Citoplasma 93,39% (±7,75) 90,87% (±10,24) 
QA: queilite actínica; BR: baixo risco; AR: alto risco.  
ᵃ Relação entre BG e AG com p<0,05. 
Valores expressos em médias ± desvio padrão (%). 
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Tabela 4. Expressão imuno-histoquímica de NANOG, NESTIN e β-tubulina de acordo com o grau de diferenciação 
histopatológica em CEL. 
 
Proteína  BD (n=11) MD (n=10) PD (n=9) 
NANOG 
 
Núcleo 
Citoplasma 
21,17% (±17,22) 
37,45% (±29,40) 
5,97% (±9,81) 
15,75% (±29) 
16,39% (±21,09) 
21,93% (±22,99) 
NESTIN 
 
Citoplasma 
 
38,97% (±26,73) 27,21% (±21,70) 31,84% (±26,54) 
Β-TUBULINA 
 
Citoplasma 
 
84,52% (±20,07) 83,37% (±16,76) 88,20% (±19,01) 
CEL: carcinoma epidermoide de lábio; BD: bem diferenciado; MD: moderadamente diferenciado; PD: pouco diferenciado. 
Valores expressos em médias ± desvio padrão (%). 
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A análise da média de células com núcleos e citoplasmas 
positivos nos três grupos estudados pode ser observada na Tabela 1. A 
análise dos casos estudados para determinação do grau de displasia 
epitelial nas QA segundo a OMS (Barnes et al., 2005) resultou em 9 
casos de QA apresentando displasia epitelial leve (DEL), 14 
apresentando displasia epitelial moderada (DEM) e 7 apresentando 
displasia epitelial intensa (DEI) (Tabela 2). Já no caso da classificação 
binária (Kujan et al., 2006), 10 casos foram classificados como baixo 
grau (BG) e 20 casos como alto risco (AR) (Tabela 3).  
A classificação do grau de diferenciação histopatológica dos 
CEL estudados, segundo os critérios estabelecidos pela OMS (Barnes et 
al., 2005), resultou em 11 casos bem diferenciados (BD), 10 casos 
moderadamente diferenciados (MD) e 9 casos pouco diferenciados (PD) 
(Tabela 4).  
 
NANOG 
 
A imunomarcação epitelial para o NANOG em ENN e QA foi 
heterogênea, predominante em terço médio e inferior, com marcação 
citoplasmática e nuclear. Para os CEL, a marcação também se 
comportou de maneira heterogênea; estando presente, principalmente, 
na porção central das ilhas e áreas de invasão, com marcação 
predominantemente fraca (Figura 1). 
Observou-se imunomarcação nuclear para o NANOG em 
10,09% (±17,35) das células epiteliais das ENN, 25,37% (±26,26) das 
células das QAs e 14,67% (±17,26) das células neoplásicas dos CEL, 
tendo relevância estatística somente quando comparado MUC com QA 
(p=0,007). Já a imunomarcação citoplasmática do NANOG nas células 
epiteliais em MUC foi de 14,48% (±20,89), em QA 38,72% (±31,38) e 
em CEL 25,56% (28,21), sendo relevante estatisticamente somente 
quando comparado QA com ENN (p=0,012) (Tabela 1). Nos casos de 
CEL que mostravam áreas de QA na periferia dos cortes, observou-se 
que havia um decréscimo da presença e intensidade de marcação na 
transição da QA para o CEL.  
 Ao avaliar a expressão nuclear de NANOG observou-se que os 
casos de DEL apresentaram média de 16,63% (±30,44), seguida pelos 
casos de DEM, com 28,20% (±22,58), e DEI, com 30,91,89% (±28,69) 
(Tabela 2). Ainda, a expressão citoplasmática de NANOG nos diferentes 
graus de displasia de QAs de acordo com a classificação da OMS, pôde-
se observar que os casos de DEL apresentaram média de 24,02% 
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(±30,24) de células marcadas, seguido pelos casos de DEM que 
apresentaram 46,59% (±30,48), e DEI, com 41,89% (±32,36) (Tabela 2). 
 Para os diferentes graus de displasia de QA segundo a 
classificação binária, a expressão nuclear foi de 12,94% (±20) para BG e 
31,58% (±27,22) para AG. Já na citoplasmática foi de 22,85% (±22,74) 
para BG e 46,66% (±32,54) para AG. Para ambos os grupos foi 
observado diferença estatística, tanto na marcação nuclear (p=0,017), 
quanto na marcação citoplasmática (p=0,044). 
 Já no caso dos diferentes graus de diferenciação histológica dos 
CELs observou-se que a expressão nuclear de NANOG nos diferentes 
graus de diferenciação histológica nos CELs observou-se que 21,17% 
(±17,22) dos núcleos eram positivos nos casos de CEL BD, 5,97% 
(±9,81) nos casos de CEL MD e 16,39% (±21,09) nos casos de CEL PD. 
(Tabela 4). Mostrando que houve quantitativamente maior marcação nos 
casos bem diferenciados. Além disso, 37,45% (±29,40) dos citoplasmas 
das células epiteliais eram positivas em BD, 15,75% (±29) em MD e 
21,93% (±22,99) em PD (Tabela 4). Mostrando que houve 
quantitativamente maior marcação nos casos bem diferenciados.  
 
NESTIN 
 
A imunomarcação para o NESTIN apresentou-se de maneira 
homogênea entre os terços do epitélio de ENN e QA, sendo 
predominantemente citoplasmática, e mais evidente no terço médio em 
QA. Em relação ao CEL, a marcação foi mais evidente nas células 
centrais das ilhas e cordões e menos evidente nas células 
basais/periféricas, principalmente nas áreas de invasão. 
Observou-se imunomarcação citoplasmática para o NESTIN no 
ENN apresentando 21,26% (±28,26) de células positivas enquanto QA e 
CEL apresentaram 37,76% (±25,64) e 32,91% (±24,74), 
respectivamente, com relevância estatística quando comparado CEL 
com ENN (p=0,003) e QA com ENN (p=0,001) (Tabela 1).  
 Ao avaliar a expressão citoplasmática de NESTIN nos 
diferentes graus de displasia de QAs de acordo com a classificação da 
OMS pôde-se observar que os casos de DEL apresentaram média de 
35,07% (±18,78) de células marcadas, seguidos pelos casos de 
displasias moderada que apresentaram 30,90% (±27,71), e DEI, com 
54,96% (±24,03). Apesar da ausência de significância estatística, nota-se 
a predominância da marcação nuclear e citoplasmática nos casos mais 
severos. 
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 Para os diferentes graus de displasia em QA segundo a 
classificação binária, a expressão citoplasmática foi de 36,99% (±20,08) 
nos casos de BG e 38,15% (±27,77) nos casos de AG.  
 Para os diferentes graus de diferenciação histológica dos CELs 
observou-se, 38,97% (±26,73) dos citoplasmas das células epiteliais 
eram positivas nos casos BD, 27,21% (±21,70) nos casos MD e 31,84% 
(±26,54) nos casos PD.  
 
β-TUBULINA 
 
A imunomarcação para a β-tubulina foi intensa e 
homogeneamente distribuída no epitélio da maioria dos casos de ENN e 
QA e no parênquima dos CEL, com marcação predominantemente 
citoplasmática. 
Observou-se imunomarcação citoplasmática de β-tubulina no 
ENN com média de 78,35% (±32,37) de células positivas, em QA 
91,71% (±9,42) e em CEL, 85,24% (±18,16) (Tabela 1). 
 Ao avaliar a expressão de β-tubulina nos diferentes graus de 
displasia de QAs de acordo com a OMS, pode-se observar que a 
marcação citoplasmática nos casos de DEL apresentaram média de 
marcação de 96,72% (±3,66) de células marcadas, os casos de DEM 
apresentaram 90,77% (±9,47), e os casos de DEI 87,17% (±12,37) 
(Tabela 2). Para os diferentes graus de displasia de QA segundo a 
classificação binária a marcação citoplasmática foi de 93,39% (±7,75) 
em BG e 90,87% (±10,24) em AG (Tabela 3).  
 Já no caso dos diferentes graus de diferenciação histológica dos 
CELs observou-se que a marcação citoplasmática foi bem expressiva, 
com média de marcação de 84,52% (±20,07) dos citoplasmas das células 
epiteliais nos casos BD, 83,37% (±16,76) nos casos MD e 88,20% 
(±19,01) nos casos PD. (Tabela 4).  
 
  
 49 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 50 
 
 
DISCUSSÃO  
 
As neoplasias são morfologicamente e funcionalmente 
heterogêneas quando se trata de proliferação celular ou mesmo de 
iniciação neoplásica. Dois modelos poderiam explicar tal 
heterogeneidade, o modelo estocástico e o modelo hierárquico. O 
modelo estocástico estabelece que um tumor é biologicamente 
homogêneo e o comportamento das células cancerosas é influenciado 
por fatores intrínsecos, como níveis de fatores de transcrição e vias de 
sinalização ou extrínsecos, como fatores do hospedeiro, microambiente 
e resposta imune. Estas influências são imprevisíveis ou aleatórias e 
resultam em heterogeneidade na expressão de marcadores, na entrada do 
ciclo celular ou na capacidade de iniciação celular.  Este modelo prediz 
que todas as células do tumor são igualmente sensíveis a tais influências 
estocásticas e também que as células tumorais podem reverter de um 
estado para outro porque estas influências não induzem mudanças 
permanentes (Dick, 2008).  
Em contraste, o modelo hierárquico prevê que o tumor é uma 
caricatura do desenvolvimento de tecido normal, onde as células-tronco 
mantêm a mesma hierarquia dos tecidos normais. Neste modelo, as 
células-tronco cancerosas (CTCs) são biologicamente distintas, mantêm-
se por auto renovação, e amadurecem para gerar progênie que não 
possui propriedades de células-tronco (Dick, 2008).  
Ambos os modelos acomodam a existência de CTCs. A 
diferença essencial é que, no modelo estocástico, as CTCs surgem 
aleatoriamente e cada célula tumoral tem o potencial de se comportar 
como uma CTC, que não poderia ser isolada, porque todas as células 
tumorais teriam o mesmo potencial para iniciação da carcinogênese; 
enquanto que no modelo hierárquico, há apenas um subconjunto distinto 
de células que tem o potencial de se comportar como CTCs (Dick, 
2008).  
 No entanto, há evidências de que o câncer apresente uma 
hierarquia celular com as CTCs no ápice (Dick, 2008) e somente o 
modelo hierárquico poderia explicar a heterogeneidade funcional 
observada em neoplasias sólidas originalmente monoclonais e a recidiva 
tumoral após o tratamento devido à presença de uma população 
resistente à terapia (Clarke et al., 2006; Hermann et al., 2010). Na 
carcinogênese, as CTCs são expressas também nas fases pré-malignas e 
podem estar envolvidas na progressão da doença (Ravindran e Devaraj, 
2015).  
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Fortalecendo a hipótese da participação das CTCs na 
carcinogênese, a sobre-expressão de marcadores específicos de células-
tronco, além de marcadores neurais de células hematopoiéticas foi 
detectada em CEBs (Ravindran e Devaraj, 2012). Nesse trabalho 
estudamos pela primeira vez a expressão de proteínas relacionadas a 
células-tronco mesenquimais na carcinogênese labial. A marcação de 
NANOG foi expressiva tanto no núcleo quanto no citoplasma, enquanto 
que NESTIN e β-tubulina apresentaram expressão predominantemente 
citoplasmática. A QA foi a lesão que apresentou as maiores médias de 
células marcadas pelas três proteínas quando comparada a ENN e CEL, 
independentemente de significância estatística. 
O NANOG é uma proteína expressa em células-tronco 
embrionárias e sobre-expressa durante o desenvolvimento neoplásico 
sendo, portanto, considerada um biomarcador de CTMs (Watanabe et 
al., 2014). Sua superexpressão já foi descrita em CEB (Chiou et al., 
2008), carcinoma colorretal (Meng et al., 2010), carcinoma gástrico 
(Matsuoka et al., 2012) e carcinoma de mama (Ben-Porath et al., 2008).  
Estudos indicam que a presença de NANOG em CEBs esteja 
ligada à resistência ao tratamento quimioterápico (Tsai et al., 2011; 
Bourguignon et al., 2012), principalmente devido à presença de CTCs, 
que expressam altos níveis de NANOG (Izumiya et al., 2012). Nesse 
contexto, segundo Watanabe et al., é possível que as células tumorais 
NANOG negativas sofram morte celular durante a quimioterapia, 
enquanto as células tumorais indiferenciadas (normalmente localizadas 
na periferia das ilhas e cordões neoplásicos) e as CTCs (ambas com 
sobre-expressão de NANOG) sobrevivam e continuem a proliferar 
indicando o papel importante no NANOG na manutenção e 
disseminação do tumor e determinando um pior prognóstico para estes 
pacientes (Watanabe et al., 2014).  
Palla et al. (2015) induziram a carcinogênese química em pele 
de camundongos utilizando NANOG exógeno, e mostraram que a sobre-
expressão dessa proteína favoreceu a transformação maligna. Além 
disso, a análise da expressão gênica em amostras de pele na fase pré-
maligna mostrou que NANOG induziu a expressão de genes associados 
à transição epitélio-mesênquima (TEM), um evento importante na 
carcinogênese. Tais resultados forneceram evidências in vivo do papel 
oncogênico do NANOG em câncer de pele (Palla et al., 2015). A TEM 
representa um evento celular que confere às células epiteliais tumorais 
as características biológicas necessárias aos passos de invasão e 
metástase da progressão tumoral. Estudos recentes sugeriram que a 
sinalização para algumas proteínas, uma delas o NANOG, regula as 
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capacidades iniciadoras de tumores e promove a progressão em células 
de câncer de pulmão através da regulação da TEM (Chiou et al., 2010). 
Meng et al. (2010) e Destro Rodrigues et al. (2016) também 
associaram a sobre-expressão de NANOG ao aumento da invasividade, 
à TEM e a um pior prognóstico em carcinoma epidermoide colorretal e 
carcinoma mucoepidermoide respectivamente (Meng et al., 2010; 
Destro Rodrigues et al., 2016) 
Liang et al. (2008) verificaram que o NANOG está 
principalmente localizado no núcleo das CTCs (Liang et al., 2008). 
Contudo, variações na distribuição intracelular foram encontradas em 
diferentes tipos de neoplasias. Watanabe et al. (2014) e Chiou et al. 
(2008), encontraram maior expressão nuclear de NANOG em células de 
CEBs; outros autores encontraram maior expressão citoplasmática, 
como Meng et al. (2010), em células de carcinoma colorretal (Chiou et 
al., 2008; Meng et al., 2010; Watanabe et al., 2014). Em células de 
carcinoma cervical, NANOG foi encontrado apenas no citoplasma (Ye 
et al., 2008). Em células do carcinoma gástrico, a marcação foi 
encontrada tanto no núcleo, como no citoplasma (Zhang et al., 2010). 
No presente estudo, NANOG foi expresso predominantemente no 
citoplasma, mas também apresentou presença marcante no núcleo.  
O presente estudo mostrou maior expressão de NANOG em QA 
quando comparado com CEL e ENN, com diferença significativa apenas 
na comparação com ENN. Resultado semelhante foi encontrado por 
Zhang et al. (2010) em câncer gástrico, relacionando a superexpressão 
de NANOG com os estágios iniciais da carcinogênese gástrica (Zhang et 
al., 2010). Ye et al. (2008) estudaram a expressão de NANOG em 
tecidos normais, tecidos com algum grau de displasia (leve, moderada e 
intensa) e carcinoma escamoso cervical, obtendo resultados que também 
mostraram maior expressão de NANOG em tecidos displásicos do que 
em tecidos normais (Ye et al., 2008). 
Outro resultado relevante é a maior marcação da proteína 
NANOG nos casos de QA com AR e de CEL BD, sugerindo pico de 
marcação da proteína justamente onde se acredita ocorrerem os passos 
iniciais da progressão da carcinogênese labial, na transformação da QA 
para o CEL. Estudos recentes sugeriram que a sinalização para NANOG 
regula as capacidades iniciadoras do câncer de pulmão (Chiou et al., 
2010). 
O NESTIN, uma proteína de filamento intermediário (IFP) 
(Lendahl et al., 1990), é considerada um biomarcador para identificar 
CTCs em neoplasias mesenquimais e epiteliais (Hockfield e Mckay, 
1985; Neradil e Veselska, 2015). Evidências experimentais têm 
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demonstrado que a abundante expressão de NESTIN no endotélio 
embrionário contribui de forma significativa para a angiogênese, de 
forma que essa proteína poderia ser utilizada como alvo para inibir a 
angiogênese neoplásica (Wiese et al., 2004; Matsuda et al., 2012). 
Pesquisas laboratoriais revelaram papel potencialmente importante de 
NESTIN na proliferação, diferenciação e sobrevivência das células 
neoplásicas malignas (Bieberich et al., 2003; Sahlgren et al., 2003). 
Além disso, pesquisas clínicas indicam que a expressão de NESTIN 
pode estar associada com o risco aumentado de alto risco de 
malignidade e mau prognóstico em muitos tipos de câncer, incluindo o 
câncer de pulmão de células não pequenas, câncer gástrico e carcinoma 
epidermoide esofágico (Dhingra et al., 2011; Chen et al., 2014; Zhong 
et al., 2015; Li et al., 2016). Finalmente, segundo Matsuda et al. (2012) 
o aumento da expressão de NESTIN em células de adenocarcinoma 
ductal pancreático resulta em aumento da migração e invasão celular, 
indicando que o NESTIN é uma proteína que regula múltiplas funções 
celulares, incluindo migração, invasão, metástases, ciclo celular, 
apoptose nessa lesão através da regulação do citoesqueleto e das células 
progenitoras (Matsuda et al., 2012). 
No presente estudo, a expressão de NESTIN foi observada 
principalmente no citoplasma das células epiteliais, um padrão de 
expressão reportado em diversos estudos anteriores (Chiou et al., 2008; 
Chen et al., 2010; El Deeb e Abdelzaher, 2014; Neradil e Veselska, 
2015; Ravindran e Devaraj, 2015). Na análise comparativa entre os 
grupos, a expressão dessa proteína foi significativamente maior na lesão 
pré-maligna (QA) e maligna (CEL) quando comparadas com o grupo 
não neoplásico (ENN). Resultado semelhante para carcinogênese intra 
oral foi obtido por Ravindran e Devaraj (Ravindran e Devaraj, 2015).  
No entanto, no mesmo estudo de Ravindran e Devaraj (2015) 
foi descrita maior imunoexpressão de NESTIN em CEBs quando 
comparado com as lesões pré-malignas (Ravindran e Devaraj, 2015), 
diferentemente dos resultados obtidos no presente estudo, onde, apesar 
das maiores médias de marcação em QA,  não foi observada diferença 
estatísticamente significante entre lesões malignas e pré-malignas.  
Neste contexto, elevados níveis de NESTIN foram anteriormente 
observados em lesões pré-malignas gástricas e pancreáticas, sugerindo 
que as CTCs possam ter um papel na transformação maligna em ambos 
os órgãos (Dhingra et al., 2011; Matsuda et al., 2012). 
 Quando analisada a relação entre a presença de NESTIN e o 
grau de displasia em QA, os resultados obtidos foram novamente 
semelhantes aos de Ravindran e Devaraj (2015), com maior expressão 
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da proteína nos casos de QA com DEI (Ravindran e Devaraj, 2015). Já 
quando comparada com o grau de diferenciação dos CEL, os resultados 
foram diferentes de El Deeb M e Abdelzaher (2014) que 
correlacionaram significativamente a expressão de NESTIN com maior 
grau histológico do tumor (El Deeb e Abdelzaher, 2014). Por outro lado, 
no caso do carcinoma gástrico, não se observa correlação (Dhingra et 
al., 2011). De forma semelhante ao resultado observado em NANOG, 
observou-se um pico de marcação de NESTIN em QA com DEI e CEL 
BD, justamente onde se acredita ocorrerem os passos iniciais da 
progressão da carcinogênese labial, na transformação da QA para o 
CEL. 
A β-tubulina é um importante componente dos microtúbulos, 
estruturas envolvidas no crescimento e divisão celular, motilidade, 
sinalização e no desenvolvimento e manutenção da forma. A alteração 
no equilíbrio dos microtúbulos pode ser crucial para a função celular, 
incluindo o desenvolvimento do câncer (Berrieman et al., 2004; 
Giarnieri et al., 2005). Ainda, a β-tubulina é um marcador de células 
mesenquimais (Huang et al., 2010). 
Giarnieri et al. (2005), investigando a expressão de β-tubulina 
no desenvolvimento de câncer de reto, observaram que a marcação 
citoplasmática aumentava de acordo com o aumento do grau de 
displasia na fase pré-maligna, porém sem significância estatística e 
concluíram que essa proteína não teria papel no desenvolvimento do 
câncer de reto, indo ao encontro ao presente estudo, que também 
encontrou marcação expressiva para as displasias em QA, mas sem 
relevância estatística (Giarnieri et al., 2005). 
Da mesma forma, Dozier et al. (2003), utilizando um ensaio de 
imunoabsorção enzimático (ELISA) e Lebok et al. (2016), utilizando a 
expressão imuno-histoquímica de β-tubulina, ambos em amostras de 
câncer de mama, concluíram que não existe um papel clinicamente 
relevante para β-tubulina como um marcador prognóstico do câncer de 
mama e que a sobre-expressão da proteína não estava ligada a fatores 
prognósticos significativos, incluindo o estágio tumoral e o crescimento 
metastático (Dozier et al., 2003; Lebok et al., 2016) 
Concluindo, a sobre-expressão dos biomarcadores de CTMs 
NANOG e NESTIN no presente estudo indica que ambas as proteínas 
estariam envolvidas nos mecanismos da carcinogênese labial, uma vez 
que a marcação imuno-histoquímica mostrou-se elevada nas lesões pré-
malignas e malignas em comparação com o epitélio não neoplásico. Os 
mecanismos pelos quais esse envolvimento se dá devem ser mais 
profundamente estudados, mas tudo indica que essas proteínas estariam 
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interferindo no comportamento biológico das lesões estudadas 
contribuindo com a transformação maligna da QA em CEL e, dessa 
forma, fomentando a participação das CTCs no processo de 
carcinogênese labial. Por outro lado, a expressão da β-tubulina parece 
não ter um papel importante na carcinogênese oral; no entanto, mais 
estudos com essas proteínas devem ser realizados nessas lesões. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
- A marcação para o biomarcador NANOG foi nuclear e citoplástica; 
 
- A sobre-expressão do biomarcador de CTM NANOG em QA e CEL, 
quando comparado com o ENN, indica que a proteína estaria envolvida 
nos mecanismos da carcinogênese labial; 
 
- Em relação aos diferentes graus de displasia em QA, a marcação de 
NANOG foi mais presente nos casos de alto grau segundo a 
classificação binária e nos casos do CEL, sua expressão foi maior nos 
casos bem diferenciados, sugerindo sua participação nas fases inicial da 
carcinogênese; 
 
- A marcação para o NESTIN foi predominantemente citoplasmática; 
 
- A sobre-expressão do biomarcador de CTM NENTIN em QA e CEL, 
quando comparado com o ENN, indica que a proteína estaria envolvida 
nos mecanismos da carcinogênese labial; 
 
- Em relação aos diferentes graus de displasia em QA, a marcação de 
NESTIN foi mais presente nos casos com displasia intensa segundo a 
classificação da OMS e nos casos do CEL sua expressão foi maior nos 
casos bem diferenciados, sugerindo sua participação nas fases iniciais da 
carcinogênese; 
 
- A marcação para a β-tubulina foi predominantemente citoplasmática; 
 
- A marcação de β-tubulina foi intensa em todas as lesões estudadas e 
parece não representar um papel importante na carcinogênese labial. 
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APÊNDICE 
 
APÊNDICE A – Metodologia Expandida 
  
 
Delineamento de estudo 
O estudo proposto é do tipo observacional descritivo, 
retrospectivo. 
 
Aspectos éticos e legais 
 O projeto já foi submetido e aprovado pelo CEPSH da UFSC, 
CAAE 45349215.0.0000.0121, número do parecer 1.147.642.  
 
Local da realização do estudo 
 O estudo foi realizado no do Laboratório de Patologia Bucal da 
Universidade Federal de Santa Catarina. 
 
Amostra 
 Para a presente pesquisa, optou-se por uma amostra de 
conveniência do acervo do Biobanco do Laboratório de Patologia Bucal 
da UFSC (Registro CONEP B-051). 
  
Seleção da amostra 
 A seleção da amostra foi feita a partir dos arquivos do 
Laboratório de Patologia Bucal (LPB/UFSC). Foram selecionados 30 
casos de QA, 30 casos de CEL e 20 casos de ENN de pacientes com 
idade superior a 18 anos que tiveram estes diagnósticos a partir do 
Biobanco do Laboratório de Patologia Bucal da UFSC (Registro 
CONEP B-051). 
Critérios de inclusão 
 - Casos de pacientes que tinham idade superior a 18 anos e 
diagnóstico de queilite actínica, carcinoma epidermoide de lábio e 
mucocele poderão participar da amostra. 
 - Para compor a amostra, o caso arquivado estava devidamente 
armazenado em forma de laudo e lesão emblocada em parafina, além de 
exibir material suficiente para o desenvolvimento da pesquisa.   
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Critérios de exclusão 
 - Casos de pacientes que não tinham idade superior a 18 anos 
ou não tenham diagnóstico de queilite actínica ou carcinoma 
epidermoide de lábio ou mucocele foram excluídos. 
- Os casos arquivados que não estavam devidamente 
armazenados em forma de laudo e lesão emblocada em parafina ou que 
não exibiram material suficiente para o desenvolvimento da pesquisa 
foram excluídos.  
- Os casos de epitélio não neoplásico oriundos de fragmentos de 
mucocele com componente inflamatório exuberante e/ou alterações 
epiteliais significativas foram excluídos da amostra.  
 
Procedimentos laboratoriais 
Anticorpo Clone Fabricante Diluição Controle 
Positivo 
NANOG hNANO
G.2 
 
eBioscience 1:100 Carcinoma 
epidermoide 
NESTIN Rat-401 
(Rat401 
(4D4)) 
 
eBioscience 1:50 Carcinoma 
epidermoide 
Β-
TUBULINA 
DB1B Ingenex 1:100 Pulmão 
Quadro 1: Anticorpos utilizados 
 
As amostras foram submetidas à reação de imuno-histoquímica 
pelo método da estreptoavidina-biotina-peroxidase, para avaliação dos 
marcadores celulares NANOG, NESTIN e β-tubulina, utilizando-se 
anticorpos primários específicos para esses antígenos. Foram incluídos 
controles positivos para todos os anticorpos. O controle negativo de 
todas as reações foi realizado pela omissão do anticorpo primário. 
Das amostras previamente fixadas em formol e emblocadas em 
parafina, foram obtidos cortes teciduais de 3µm de espessura, os quais 
foram estendidos em lâminas de vidro tratadas com solução de 3-
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aminopropyltriethoxylene (Zymed Laboratories, Inc. San Francisco, 
CA, USA) e levados à estufa a 60ºC por 15 minutos.  
Em seguida os cortes sofreram desparafinização em xilol e 
foram reidratados em uma sequência decrescente de etanol constituída 
por cinco passagens de cinco minutos cada, começando pelo etanol 
absoluto (I, II e III), seguida pelo etanol 95% e etanol 85%. As lâminas 
foram posteriormente lavadas em água destilada por dez minutos. A 
peroxidase endógena foi bloqueada com peróxido de hidrogênio a 6% 
em metanol, por 40 minutos. Seguiu-se com a lavagem em água corrente 
por dez minutos e depois a passagem em água destilada.  
Para a recuperação dos sítios antigênicos foi realizado o 
tratamento dos cortes teciduais com tampão citrato 0,01M pH 6,0 em 
banho-maria a 96ºC por 40 minutos. O bloqueio de ligações 
inespecíficas ocorreu por meio da incubação com leite em pó desnatado 
(5% em solução tampão Phosphate-buffered saline - PBS), à 
temperatura ambiente, por 50 minutos, seguida de lavagem com água 
destilada até a remoção total do leite e três incubações de cinco minutos 
cada, com PBS. 
A seguir os cortes foram incubados com anticorpos primários 
NANOG, NESTIN e β-tubulina, a 4ºC, overnight. Após o tempo de 
incubação do anticorpo primário os cortes foram submetidos a lavagens 
em PBS e então incubados com o anticorpo secundário contido no Kit 
EnVision (DAKO North America Inc., Carpinteria, EUA). A revelação 
da reação ocorreu com o cromógeno diaminobenzidina (DAB+Substrate 
Chromogen System®, DAKO North America Inc., Carpinteria, EUA). 
Após lavagem em água corrente por dez minutos, os cortes foram 
contra-corados com Hematoxilina de Harris, pelo tempo de dois minutos 
e novamente lavados em água corrente para a remoção do excesso do 
corante. Controles positivos foram incluídos em cada reação. Como 
controle negativo, os anticorpos primários foram omitidos da sequência 
da reação. Após desidratação e diafanização, as lâminas foram montadas 
com Entellan (Merck, Alemanha). 
 
Avaliação da imunoreatividade 
As lâminas tiveram sua identificação mascarada de forma que a 
captura das imagens e a análise da imunorreatividade foi feita por um 
examinador às cegas quanto ao grupo a que cada lâmina pertence. 
Foram capturados cinco campos de cada lâmina, em aumento de 400x 
por meio de microscópio óptico binocular (Axiostar Plus, Carl Zeiss, 
Oberkochen, Alemanha), acoplado a um sistema de aquisição de 
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imagem digital (A620, Cannon, Lake Success, NY, USA), e a um 
microcomputador (HP Compaq 6005, São Paulo, Brasil), onde foram 
armazenadas as imagens. A localização dos campos foi padronizada de 
maneira que se localizavam de forma equidistante um do outro. Para 
avaliação foi empregado o software para análise de imagens 
digitalizadas ImageJ versão 1.41o (National Institute of Health, 
Bethesda, EUA). Os núcleos e citoplasmas corados em marrom (células 
positivas) e em azul (células negativas) foram contados por meio do 
software e a média dos cinco campos de cada lâmina foi calculada. A 
avaliação da imunorreatividade foi realizada por um examinador 
previamente calibrado e os valores foram registrados em uma planilha 
previamente elaborada no Microsoft Excel
®
 (Microsoft Office 
Corporation). 
Com isso foi determinada a proporção das células positivas para 
cada amostra, expressa em porcentagem. Estes valores foram 
submetidos a uma análise estatística para comparação entre os grupos. 
 
Calibração do examinador 
 examinador responsável pela análise imuno-histoquímica foi 
submetido a uma calibração, analisando 10 lâminas (cinco de cada 
grupo), três vezes, com intervalos de uma semana. Os resultados foram 
comparados para determinação do índice Kappa, considerando 
adequado um valor acima de 0,8.  
 
Análise dos dados 
Foi realizada a estatística descritiva para cada variável 
analisada, e a comparação da expressão dessas varáveis entre os grupos 
analisados QA, CEL e ENN por meio do teste não paramétrico de 
Kruskal-Wallis utilizando o software SPSS® versão 11 (SPSS Inc., 
Headquarters, EUA). Foi realizado análise de variância, os resíduos não 
apresentaram distribuição normal, optou-se então por testes ão 
paramétricos. Ainda, para correlacionar a marcação das proteínas com 
as classificações de QA e CEL, utilizou-se o teste U de Mann-Whitney 
para amostras independentes. Os resultados foram expressos como 
média da porcentagem de células coradas ou área corada ± desvio-
padrão da média (DPM). Considerou-se valor de p<0,05 para dados com 
significância estatística. 
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ANEXOS 
 
ANEXO A – Parecer Consubstanciado do CEPSH  
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ANEXO B – Guia de Informações ao Autor  
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